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蛇毒 凝血 酶 样 成 分 的 研究 
[分 离 纯 化 及 其 理化 特性 的 测定 
HA ATA RAZ it PRN 


C Ff Fal AEF? EE KEE 


“a 要 

dewgeeeeDtEAt-scphadex A-50 柱 层 析 分 离 得 15 个 蛋白 组 分 ， 将 其 其 有 路 血 栈 样 活性 组 分 再 经 
DEAE—celluiose DEg:, QAE—sephadex A- 25804, Fi Lt Sephadex G-Z5AR oh 19y BA Éi AR TL 
%, BRABRRERREKESHORABCERANR-BAH: FESDS-KACRRRRAAN 得 四 
MM WM (TLE) Mia $8, TLE) 933500, TLE2 768000, TLE:319500, TLEgW30000; 经 等 电 
We fk tek IG a PL) GERAI, 4.8, 3.9, 3.4, SSES, DOE ABEE Ett Et 
基 酸 组 成 ， 个 其 组 成 氨基 酸 的 数量 则 有 一 定 的 差异 。 针 纵 变 明 。， 从 峰 昨 蛇毒 中 分 离 纯 化 的 这 四 种 玻 白 成 份 ， 
CMA GRR) 活性 。 但 在 层 析 ， 电 泳 、 组 成 扬 基 酸 的 售 量 等 方面 则 存在 显著 的 其 异 ， 因 而 它们 
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Ouyang, C. 等 (1967) HARMRYMI EY SAM, HFT 
纯化 得 到 了 一 个 TLE， 并 对 其 理化 性 质 及 凝血 性 质 等 进行 了 较为 全 面 的 研究 ， 确 定 该 栈 
为 糖 蛋白 ， 分 子 量 33500, HATH BAR, BARE (1978) BARDA H 
离 出 一 个 电泳 纯 的 TLE， 对 其 理化 性 质 等 也 作 了 研究 ， 也 是 粮 蛋 白 ， 由 17 种 氮 基 酸 组 
”成 ， 分 子 量 则 是 52000。 刘 广 芬 等 《1980》 对 福建 产 尖 陶 量 蛇毒 进行 了 柱 层 分 离 及 E 活 
性 测定 ，11 个 组 分 中 页 、 可 具有 凝血 酶 样 活性 ， 但 未 见 进 一 步 分 离 、 纯 化 的 报道 。 茧 力 
强 等 〈1981) HERMES Hes, ha, og DAE 
性 ， 也 未 见 进一步 分 离 、 纯 化 的 报道 。 王 哺 川 等 〈1985》 X) y AE RE Be oh eh 
小 板 育 焦 功能 的 抑制 作用 的 研究 报告 中 普 注 明 他 们 所 制备 的 凝血 酶 样 酶 注射 液 内 含 三 个 





“云南 个 旧 生物 制药 厂 。 
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分 子 量 不 则 的 同 工 酶 ， 但 未 见 分 离 、 纯 化 及 其 理化 特性 的 研究 报道 。 我 们 从 1974 年 起 ， 
Stir Eu et rr, 并 研制 出 “去 纤 酶 注射 液 ”, 内 含 3 一 4 个 凝血 酶 
样 酶 。 经 全 国 二 十 余 家 医院 临床 验证 ， 对 闭塞 性 血管 疾病 《如 脑 血 徐 形 成 、 心 肌 梗 塞 、 
视网膜 静脉 血管 阻塞 ， 动 、 静 脉 栓塞 等 》 的 治疗 取得 了 较 好 的 疗效 ， 总 有 效率 为 86,7%% 
《中华 医学 杂志 ，1982 年 第 62 卷 ， 第 6 期 。1981 年 通过 鉴定 ，1983 年 经 云南 省 卫生 厅 
批准 ， 出 云南 省 个 旧 市 生物 制药 厂 生产 市 售 。 近 年 ， 对 肾病 、 肺 心病 的 治疗 又 取得 了 新 
的 进展 。 本 文 对 尖 吻 蜡 蛇 毒 凝 血 栈 样 酶 进行 了 进一步 分 离 、 纯 化 ， 并 对 其 理化 特性 进行 
了 测定 ， 结 果 于 后 。 





材料 和 方法 


尖 吻 是 (4gkistrodon acutus) RARE. ME. BER 购 。 DEAE-sephadex 
A-50, DEAE-cellulose DE52, QAE-sephadex 上 -25 由 瑞典 进口 5D3 标 准 分 子 量 E 
AAMW-SDS-70KITRSIGMAH As 其 它 化 学 试剂 为 国产 分 析 纯 或 化 学 纯 试 剂 。 

1. RW REDEAE-sephadex A-50 柱 层 析 分 离 ， 用 0.05 对 ，pH8.0OTTris-HCI 组 冲 液 
平衡 。 将 2 克 尖 吻 蝇 蛇毒 溶 于 上 述 缓冲 芒 10 毫 升 中 上 柱 〈 柱 4.0x 110 厘 米 ) 。 用 上 述 组 
wk, NaCl 0,1 一 1.0M， 在 室温 (15°C) 下 进行 直线 梯度 洗 脱 。 洗 脱 液 用 >F-400L 型 
自动 部 分 收集 器 《日 本 产 》 进行 收集 :每 管 10 豪 升 ， 每 小 时 5 管 ， 共 240 管 。 收 MME 
280 台 微米 兹 外 光 下 测定 其 光 吸 收 值 。 蛋 白 回收 按 光 密度 回收 计算 为 98% RRA 
组 分 放 冰 箱 待 用 。 

2，TLE 组 分 DEAE-cellulose DE52 柱 层 析 分 离 ; 将 处 理 好 的 DEAE-cellulose DE52 
用 0.05M pH8.0Tris-HC] 缓 冲 液 《〈 内 含 NaCl 0.1M) 平衡 ， 将 组 分 5 上 柱 ”( 柱 2,5x 
90K) 。 用 上 述 缓冲 液 NaCl 0.1 一 0.6 邓 ， 在 室温 (15- 16*C) 下 进行 直线 梯度 洗 
脱 。 洗 脱 液 用 上 述 自动 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 8 毫升 ， 每 小 时 5 管 ， 共 120 管 。 KR 
在 280 毫 微米 紫外 光 下 则 定 其 光 吸 收 值 。 蛋 白 回 收 率 按 光 密度 回收 计算 为 96%。 RAB 
峰 收 集 组 分 放 冰 箱 待 用 。 以 NaCl 0,.2M， 上 述 缓冲 波 平衡 ， 上 样 组 分 6， 以 0,344 
NaCI 上 述 缓 冲 液 平衡 ， 上 样 组 分 7 ， 以 0.4M NaCl EMR REM, LH 8. Os 
$tNaC] BR REA} BIH0.2—0.7M, 0.3—0.8M, 0.4—0.9., KREMER RAT, 

3, TLE 组 分 QAE-sephadex A-25 再 纯化 ， 将 处 理 好 的 QAE-sephadex A-25 AR 
NaCl 浓 度 〈0,2M，0,3M，0.4M，0.547) 0.5M pH 8.0 Tris-HCI IMR W, 分 
别 将 不 同 组 分 上 样 于 不 同 NaCl 浓 度 平衡 之 柱 中 (组 分 5 上 样 于 0.2 邓 柱 中 ， 组 分 5 上 样 
于 0.3 邓 柱 中 ， 组 分 7 上 样 于 0.4 对 柱 中 ， 组 分 8 、9 上 样 于 0.5M 柱 中 ) ， 再 分 别 以 0 ,2 
—0.6, 0.3—0.7, 0.4—0.8, 0.5—0.9M NaCl 3p KK tres A, KR 
液 用 SF-400L 型 自动 部 分 收集 器 收 柴 ， 每 管 5 毫升 ， 每 小 时 6 管 。 收 集 液 按 上 述 操作 收 
集 放 冰箱 竺 用。 蛋白 回收 按 光 密 度 回 收 计算 为 90 一 94%。 

4, Sephadex G-25 柱 层 析 赔 盐 ， 将 葡 聚 凝 胶 G-25 用 攻 饮 水 浸泡 12 小 时 , bk 
v9—3ik, HE, BARBARA 2 一 3 小 时 ， 然 后 将 前 述 柱 层 析 分 离 之 凝 人 得 酶 样 组 
分 (包括 粗 分 及 纯化 组 分 ) 上 柱 〈 含 蛋白 量 200 毫 克 以 下 ) , ARKH, KARR 
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作 收 集 蛋 和 白 吸收 妖 组 分 ， 殿 冰 洪 干燥 之 由 。 

5 ,冰冻 真空 干 操 ， 将 前 述 各 柱 晨 析 之 凝血 酶 样 酶 组 份 按 编号 倒 于 培养 下 中 约 1 厘米 
厚 ， 放 于 冰冻 真空 干燥 机 中 冰冻 干燥 ， 约 24 一 36 小 时 可 干燥 ， 于 燥 后 取出 按 编 号 放 入 小 
PRE A 

e. Rik RRARRERIS De, Sëtzt GRE, HBS, 1980, 3 
物 学 研究 ，1 卷 2 期 》 测 定 。 

7, 聚 丙烯 醚 腕 凝 腕 垂直 平板 电泳 ， 参 照 高 pH 系统 操作 。 凝 胶 板 为 140x110x 2 x 
米 3， 分 离 胶 pH8.9， 凝 胶 浓 度 为 7.5% ， 浓 缩 胶 rie", RRE, MERRY 
蛇毒 1.0 之 克 溶 于 15 微 升 PH6.7Tris-HCl 缓 冲 液 中 ,再 加 15 微 升 40% 芒 糖 溶液 混 匀 加 样 ， 
结 化 凝血 酶 样 酶 组 分 各 取 0.。2 毫 克 ， 按 上 述 方法 加 样 。 电 极 缓冲 液 Tris- 甘 氨 酸 缓冲 波 
pH8.3， 电 流 强度 22 一 26 台 安 ， 电 压 220 一 260 伏 ， 电 泳 4 一 5 小 时 。 电 泳 完毕 后 取 下 用 
12,5% 三 毛 乙 柄 固定 30 分 钟 ， 再 以 12.5% 三 氢 乙 酸 0.05% 考 马 斯 之 兰 溶液 染色 1 小 时 ， 
用 7 醋酸 溶液 脱色 ， 更 换 2 一 3 次 即 可 见 到 清晰 的 蓝 色 蛋白 带 。 

8，5SDS 一 聚 两 燃 酰 胶 医 腕 电泳 法 测定 各 TLE 的 分 子 量 , 按 SDS 一 夷 丙烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 法 测定 蛋白 质 的 分 子 量 方法 〈 张 龙 翔 等 主编 :1982 生化 实验 方法 和 技术 ,112 页 ， 人 民 
教育 出 版 社 。) 测定 。 

9 ,等 电 聚 眩 电 泳 测定 尖 吻 晶 蛇 毒 下 工 下 等 电 点 :参照 “实用 蛋白 质 化 学 技术 ”《 华 


家 梭 等 编译 ，1982，. 上 海 科学 技术 出 版 社 》 中 等 电 珍 焦 法 测定 。 
10, 尖 吻 晶 蛇毒 TLE,、TLE:、TLE。、TLE, 的 氨基 酸 组 成 测定 ， 各 取 尖 吻 蜡 蛇毒 


TLE,, TLE TLE, TLE, 3,08 FAME PE, SSAA KER CIKK, 0.12% 
升 琉 基 乙酸 深 于 4 毫升 5.74N 盐酸 中 )1.0 毫 升 , 抽 气 封 管 ， 于 105~110°C 水 解 24 小 时 启 


封 后 真空 干燥 二 次 ， 除 去 盐酸 供 氨基 酸 测定 。 
水 解 液 在 日 立 (Hitachi) 835 一 50 型 氨基 酸 分 析 仪 上 测定 。 色 氨 酸 以 乙醚 酸 显 色 


E, BAMRPolinR ARAM. 


结 采 


1.220 LE BEBDEAE-sephadex A-50 柱 层 分 离 为 15 个 蛋白 组 分 〈 峰 ) ， 其 中 组 分 
5、6、7、8、9 SARA (BAEE》 醉 活性 和 凝结 纤维 蛋白 原 活性 。 再 分 别 将 
各 组 分 经 DEAE-cellulose DE52、 QAE-sephadex A-25 纯 化 及 scphadex (3-25 脱 盐 ， 得 
到 四 个 纯化 的 凝血 酶 样 同 工 酶 ， 结 果 见 表 1 。 

由 表 1 (GT ET EE SB EI 
电泳 .等 电 点 聚焦 电泳 纯 的 4 个 蛋白 组 分 。 经 酶 活力 及 分 子 量 测定 , 它们 为 4 个 分 子 量 不 
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1, 2, 3, A ZEIL, TLE:, TLE TLEg, ir AV, ERM, 
ER, C-) MR, 7.54 RM, pHs. oTris-HCLR RH, 
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FEL Dk Sei ZEA, RBA Pa EB oh ER A A ERRADA 
RAR KRICBRAMOM—-BA, ARAM Bk, MEERE EE 
层 析 洗 脱 先后 命名 为 ，TLE,, TLE, TLE,, TLE,, 

3* 等 电 电 聚 焦点 法 测定 尖 吻 是 蛇 毒 各 ITLE 之 纯度 及 等 电 点 :经 染色 的 凝 胶 ， 各 纯化 
组 分 均 为 单一 蛋白 色 带 ， 表 明 为 等 电 聚 焦 电 泳 纯 。 结 果 见 图 2 。 
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图 2 Zeg EARTLER GS HF LARK ERA 


7.5% RR, ALE MitpH2. 5—90 
AV — Rytky, 1 一 凝血 酶 样 醋 1 {组 外 5 一 1 一 1)， 


2 —— MERE 2 《组 修 6 一 2 一 1) 5 一 具 血 栈 样 三 3 《组 分 7 一 1 一 1) 5 
A —— EWEN 4 《组 分 8.9 一 I 一 1) 。“+? Em, 下 一 ”一 负极 ， 
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按 等 电 点 测定 法 测 得 的 结果 是 ，TLE, pl=4,1, TLE, pl= 4.8，TLE。pl- 3.9， 
TLE, pl= 3.4. 

4. SDS— DEELER RN ERE ATR MWO, 
电泳 结果 如 图 3 所 示 。 


SES 
Sage 
d 
bi 
Tu 


, Aloumin, Bovine 






Altumin, Feg 


„Pepsin KN 


PLES { 19500" 
ALR (19500 +1 8033) 
TLE, (14220414999) 


of 


tS oom Te 


=> 








Trvpsinc ren 


LÉI 
= 


Molecular Wei gtx] , 000 


(BeLactor.ony.in 
H 


Lysozyite 





D.L 0.3 0.5 Di 0.9 1,1 
Relative Mcallity "Dei 


Hl MAERA KRYRAETLERRESRAS HF ERD ARR 

LYSOZYME, Mol. Wi: 14300; B-LACTOGLOBULIN, Mol. 

Wt: 18400) TRYPSINOGEN, Mol. Wt: 24000) PEPSIN, 

Mol. Wt: 34700) ALBUMIN, EGG, Mol. Wt: 45000) 

ALBUMIN, BOVINE, Mol. Wt: 66000. (10% geld 

根据 电泳 结果 计算 ，TLF: 和 TILE, 均 由 两 个 分 子 量 不 同 的 亚 基 组 成 ， 它 们 的 分 子 

量 分 别 是 : TLF, MW= (15500+18000) =33500, TLE, MW=68000, TLE, MW 
=19500, TLE MW= (14000+16000) = 30000， 


5. RW MRE BSTLE,, TLE, TLE, TLE, WRERARAH, BRR 2 。 
M2. RAWHBRTLE,, TLE: TLE, TLE BOMBS RH (residues/molecule) 


Amino neid TLE, TLE? TLE; TLE: 
Asp 24 63 17 26 
Thr 14 25 8 11 
Ser 21 5D 14 23 
Glu 34 Di 20 34 
Gly 20 37 10 18 
Als 15 35 6 17 
Cys 7 17 7 3 
Val 17 27 9 14 
Met 1 3 1 1 
Ile 14 24 4 16 
Leu 18 25 12 12 
Tyr 10 19 5 6 
Phe 14 34 9 15 
Lys 18 33 12 18 
His 5 12 4 6 
Arg 13 27 7 9 
Pro il 13 4 5 
Total 262 525 149 234 


EE ASA ee E a, 


增刊 HAPS: mM Agkistrodon acutus) a TTT TTT EE HEET EE 


由 表 2 可 见 ， 这 四 个 同 工 酶 由 相同 的 17 种 氨基 酸 组 成 ， 但 组 成 氮 基 酸 数 〔 残 基数 ) 
则 不 相同 ， 其 总 数 也 不 相同 ， 而 且 差 异 很 大 。TLE, 氨基 酸 的 总 数 与 Duyang 测 定 的 结 R 
一 致 ， 但 给 成 气 基 酸 的 相应 数 则 不 相同 ， 有 的 差异 还 较 大 ， 是 产地 不 同 所 致 ? 还 是 测定 
方法 所 造成 误差 ? 有 待 进一步 研究 。 





讨 论 


1 ,本文 所 用 柱 层 析 分 离 方法 得 估 了 四 种 层 析 行 为 不 同 的 蛋白 质 。 经 聚 丙烯 铣 胺 凝 胶 
电泳 鉴定 为 电泳 迁移 率 不 同 的 四 种 单一 蛋白 质 ， 经 等 电 聚 焦 测 定 为 等 电 点 不 同 的 四 种 单 
~- 蛋 白质 ; 再 经 SDS 一 案 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 测定 为 分 子 量 不 同和 的 四 种 蛋 和 白质。 由 此 表明 ， 
本 文 所 用 柱 层 析 纯 化 程序 ， 方 法 可 靠 ， 而 且 分 辨 力 高 。 

2, 经 生物 活性 测定 ， 四 种 蛋白 质 都 具有 将 结 活性 和 精 氮 酸 醋 酶 活性 ， 因 而 它们 是 四 
种 物理 特性 不 同 的 凝血 酶 样 酶 。 即 TLE:、TLE:、TLE:、]LE:。 

3. 和 台湾 Ouyang，C. 和 日 本 杉 原 久 闵 等 ， 分 别 从 尖 吻 媳 蛇 毒 中 分 离 、 纯 化 得 到 一 个 
TLE， 其 分 子 量 分 别 是 33500 和 52000。 我 们 所 得 的 TLE,， 人 分子量 为 33500， 与 Duyang 
所 得 TLE 相 同 ，TLE， 分 子 量 为 68000， 与 杉 原 久 义 所 得 TITLE 相近 。 多 出 TLE, MW, 
19500, TLE, MW, 30000; TLE，TLE, 凝 结 活性 则 相当 高 ， 经 进一步 研究 ( 另 文 报 
w H, ERAS RRM, i 

4. 主 晴 川 等 曾 注 明 他 们 实验 室 制备 的 凝血 酶 样 酶 注射 液 为 3 个 同 工 酶 ， 分 子 量 分 
别 为 ，13600，31000，66000， 其 中 有 两 个 的 分 子 量 我 们 所 得 的 与 他 们 的 相似 ， 与 我 们 
所 得 TLE 之 间 是 真 存在 差异 呢 ， 还 是 由 于 方法 不 同 所 致 ? 由 于 未 见 到 他 们 的 正式 论文 报 

5 ,我 们 分 离 所 得 TLE，NW:，33500 与 Duyang 所 得 相同 。 其 中 上 LE，TLE4: 与 王 晴 
川 等 所 得 TLE 中 二 个 相 人 做。 由 此 可 以 确定 尖 吻 晶 蛇 毒 中 含有 数 种 凝血 酶 样 酶 〈 即 数 种 凝 
MEA CE) 。 本 实验 室 首 先 分 离 、 纯 化 得 到 四 种 凝血 酶 样 酶 〈 或 四 个 凝 迄 酶 样 同 
I). 

6 我们 还 对 四 种 TLE 进 行 了 生理 、 生 化 特性 的 研究 ， 表 明 它 们 不 仅 在 物理 性 质 上 ， 
而 且 在 生理 ， 生 化 特性 上 存在 明显 的 盖 异 〈 另 文 报道 , CEREA Bh BH 
酶 。 由 于 生物 效应 的 差异 ， 因 而 在 应 用 上 则 显著 不 同 ， 为 尖 吻 刚 蛇 毒 的 应 用 开辟 了 新 用 
SS, 
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STUDIES ON THE THROMBIN-LIKE PRINCIPLES OF 
AGKISTRODON ACUTUS VENOM I, ISOLATION 
AND PURIFICATION OF ITS IDENTIFICATION OF 
PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTY 


Xiao Chanehua, He Lifeng, Tan Shaozong, Yaug Jung, Dong Fuming 


(Kunming Institute of Zoology, Acadmia Sinica) 


Fifteen fractions of venom of Agkistrodon acutus were obtained through 
DEAE-scphadex A-50 column chromatography. Fractions with thrombin-like 
activity were purified further on DEAE-cellulose DES2, QAE-sephadex A-25 
column chromatography and desalted on scphadex G-25. Single band were obtained 
and identified by polyacrlamide gel clectrophoresis, Their molecular weights 
were TLE, MW= 33500, TLE, MW=68000, TLE, MW = 19500， Tpke = 
30000 by SDS-polyacracrlamide gel electrophoresis. Isocleclric poiut (Pl) were 
4.1, 408, 3.9; 3-4. (Containing the same 17 kinds of amino-acids but di 
ffernl in the amount of each kind.) The result shows thal four purificd TLEs 


have ihe activity of coagulation and the aclivity of urgininccstcrasc. 


Key words, Agkistrodon acutus, activity of coagulation, 


arginineesterasc, electrophoresis. 


